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RESUMO

17a-etinilestradiol (EE2, estrogénio sintético), carbamazepina (CBZ, antiepiléptico) sdo substancias
farmacéuticas muito utilizadas em todo o mundo e vém sendo freqlientemente detectadas em Estacfes de
Tratamento de Esgoto (ETE’s) e aguas naturais em varios paises, inclusive no Brasil. A grande preocupacao
da presenca de residuos desses farmacos na agua potével e nos ambientes aquéticos sdo os potenciais efeitos
adversos para a sadide humana e animal.

O presente trabalho avaliou o potencial de fungos lignoliticos (duas linhagens de Pleurotus sp. e uma
linhagem ainda ndo identificada - BNI) para degradar EE2 e CBZ, individualmente. Todas as trés linhagens
foram capazes de degradar totalmente o EE2, apds 7 dias de incubagdo, tanto na auséncia quanto na presenca
de uma outra fonte de carbono (glicose). Enquanto o EE2 foi extensivamente degradado por todas as
linhagens, apenas BNI (basidiomiceto ndo identificado) foi capaz de degradar a CBZ, na presenca de glicose
no meio, numa percentagem significativa (28%).

PALAVRAS-CHAVE: Biodegradacdo, fungos lignoliticos, farmacos, estrégenos.

INTRODUCAO

A deteccédo de farmacos em diversos corpos d’agua em todo mundo vem chamando muita atengdo nos ultimos
anos. Esses compostos podem atingir ambientes aquaticos por diferentes rotas; atualmente é aceito que a
principal forma de contaminacdo é representada por efluentes de Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE’Ss),
seja de esgotos domésticos, hospitalares ou industriais. A disposi¢cdo em aterros, as excre¢es de animais € a
destinagdo ndo adequada de farmacos ndo utilizados sdo outras formas de entrada dessas substancias no meio
ambiente.

A grande preocupacdo ambiental ndo é necessariamente o volume de produgdo de um farmaco, mas sua
persisténcia no ambiente e as possiveis interacfes dessas substancias quimicas com os diversos organismos do
ecossistema, inclusive 0 homem. Pouco se sabe ainda acerca dos efeitos causados por farmacos presentes no
meio ambiente. Varios autores sugerem que o principal problema estd nas possiveis interacbes desses
farmacos com 0s micro-organismos presentes nos ambientes aquaticos e terrestres. Além disso, a sele¢do de
bactérias resistentes a antibi6ticos e a desregulagdo hormonal sdo efeitos toxicoldgicos proporcionados por
farmacos que estdo diretamente ligados a satide humana.

Diversas formas de se evitar que farmacos atinjam aguas naturais vém sendo estudadas e desenvolvidas. O
emprego de processos de sorcdo, processos quimicos, fotoquimicos e processos de biodegradagdo sdo as
formas que tém sido mais estudadas.
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Fungos lignoliticos, ou de degradacéo branca, séo um grupo de micro-organismos capazes de despolimerizar e
mineralizar aerobicamente a lignina. Esses fungos produzem enzimas intracelulares (como o complexo
citocromo-P450) e extracelulares (como as lacases), as quais possuem uma baixa especificidade pelo substrato
e sdo capazes de degradar também uma grande variedade de compostos xenobidticos. Essa capacidade de
degradar compostos recalcitrantes 0s torna organismos potencialmente Gteis em processos de biorremediagéo e
biodegradacéo. Estudos recentes vém demonstrando que algumas enzimas flngicas sdo capazes de degradar
farmacos e hormonios sintéticos considerados muito recalcitrantes. Dessa forma, a possibilidade de aplicacéo
dessas enzimas no tratamento de efluentes vem despertando interesse de muitos pesquisadores, uma vez que
elas podem ser produzidas em grandes quantidades e com baixo custo, devido aos grandes avancos

biotecnoldgicos que vém ocorrendo nos ultimos anos. Além da utilizagdo das enzimas, imobilizadas ou néo, a
utilizacdo dos fungos imobilizados também é uma alternativa a ser avaliada para o tratamento de efluentes.

O 17a-etinilestradiol (EE2) € o principal estrogénio sintético, sendo encontrado nas pilulas anticoncepcionais e
aplicado nas terapias de reposigdo hormonal. Esse composto é um dos interferentes endocrinos mais
importantes encontrado no ambiente aquatico, devido ao fato de ser altamente estrogénico e resistente a
biodegradacéo. A carbamazepina (CBZ) é um antiepiléptico muito utilizado em todo o mundo. Essas drogas
foram selecionadas para esse trabalho devido a baixa biodegradabilidade e ao alto consumo e detecgdo em
ETE’s.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de fungos lignoliticos para a degradacdo do
farmaco CBZ e do hormdnio EE2.

MATERIAIS E METODOS
FARMACOS

CBZ e EE2 foram os compostos estudados nesse trabalho. Esses compostos foram adquiridos na forma pura
(grau HPLC) e informacdes relevantes sobre eles estdo presentes na Tabela 1. Uma solucdo estoque de CBZ 2
g.L™ foi preparada em etanol enquanto que de EE2 1 g.L™ foi preparada em acetona.

Tabela 1: Caracteristicas dos farmacos.

Propriedades Fisicas Carbamazepina 17a-etinilestradiol
NUmero CAS 298-46-4 57-63-6
Formula molecular C15-H12-N2-0O C20-H24-02
Ponto de Fuséo (°C) 190.2 183
Solubilidade (mg.L™) 17,7 11,3
Estrutura Quimica
— fﬂ
S /1;

LINHAGENS E MANUTENGCAO DAS CULTURAS

Pleurotus sp. P1, Pleurotus ostreatus BS e uma linhagem de basidiomiceto ainda ndo identificada (BNI) foram
as linhagens utilizadas nesse trabalho. Esses micro-organismos foram obtidos da Colecdo de Micro-
organismos do Laboratorio de Sistematica e Fisiologia Microbiana (FEA/UNICAMP).

As cepas flngicas foram mantidas em placas de Petri contendo meio PDA (extrato de batata 4 g.L™; dextrose
20 g.L"; 4gar 15 g.L™). Repiques periddicos foram realizados para a manutencéo das culturas em atividade.
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SELECAO DOS FUNGOS LIGNOLITICOS COM POTENCIAL DE DEGRADACAO DOS
COMPOSTOS

Os fungos lignoliticos foram avaliados quanto a capacidade de degradar os farmacos em estudo. Nesses
experimentos, foi avaliada tanto a capacidade desses micro-organismos em crescer em meio mineral com o0s
farmacos como Unica fonte de carbono e energia (catabolismo), quanto num meio com uma fonte de carbono
mais disponivel acrescido dos farmacos em concentragdes menores (cometabolismo). Esses experimentos
foram realizados para cada farmaco e cada micro-organismo individualmente.

O Meio mineral utilizado nesses experimentos tem a seguinte composi¢éo: 0,59 Na,HPOy,; 0,89 KH,POy,; 0,3g
K,HPO,; 0,3g MgSO,.7H,0; 1mL da solucdo de vitaminas e 10mL da solucdo de metais; em 1000 mL de
4gua destilada estéril. A solucdo de vitaminas é composta de biotina 2 mg.L™; 4cido félico 2 mg.L™; tiamina
HCI 10 mg.L™; riboflavina 5 mg.L™; piridoxina HCI 10 mg.L™; cianocobalamina 0,10 mg.L™; 4cido nicotinico
5 mg.L™; DL-pantotenato de célcio 5 mg.L™; 4cido tiético 5 mg.L™. A solucdo de metais é composta de
MnS0O,4.H,0 5 g.L*, CaCl,.2H,0 60 g.L*, ZnS0,.7H,0 4 g.L*, FeSO,.7H,0 5 g.L™.

A esse meio foram adicionados os farmacos nas concentragdes descritas na Tabela 2 e nos ensaios de
cometabolismo foi adicionado ainda glicose para uma concentracéo final de 5 g.L™, a partir de uma solugio
estoque 30% (p/v) .

Os ensaios foram conduzidos em Erlenmeyers de 125 mL contendo 35 mL de meio de cultura. Aliquotas das
solugdes estoque dos farmacos foram adicionadas aos frascos visando a obtengdo das concentragdes desejadas
(Tabela 2). Os frascos foram inoculados com 2 fragmentos de 1cm? do agar-micélio (fungo crescido no meio
PDA). Apos a inoculacéo, os frascos foram fechados utilizando-se tampdes de algoddo. O experimento foi
conduzido em duplicata e a incubago ocorreu em agitador orbital, a 90 rpm, a 30°C. Os frascos foram
divididos em dois grupos onde a cada 7 dias um dos grupos foi removido para a quantificacdo da degradagdo
dos compostos. Um controle néo-inoculado e um controle onde o micro-organismo foi inativado por
autoclavagem ap6s seu crescimento por 7 dias na auséncia do farmaco foram realizados. O primeiro controle
foi realizado para monitorar a degradacéo abiotica dos compostos, enquanto o segundo controle foi realizado
com o intuito de se avaliar a possivel adsor¢do do farmaco na biomassa celular. Todos os frascos foram
pesados antes de serem incubados e apds o periodo de incubagdo. A diferenca de peso entre as duas medidas
foi considerada como perda de agua por evaporagdo, sendo esta diferenca corrigida com adicdo de agua
destilada aos frascos antes da retirada das aliquotas para quantificacdo da degradacéo.

As concentracbes dos farmacos mencionadas na Tabela 2 apresentam valores muito acima do que é esperado
de se encontrar em amostras ambientais, no entanto estas concentracdes foram selecionadas para possibilitar o
desenvolvimento dos micro-organismos a serem testados, ressaltando-se a baixa solubilidade desses
compostos em meios aquosos.

A quantificacdo da degradacdo dos farmacos foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Para cada farmaco, curvas padrbes foram feitas utilizando-se a forma pura do composto. A
quantificacdo da CBZ foi realizada em sistema cromatografico LC-DAD Alliance Waters, composto por
bomba Waters 2695, Detector Waters 2996 e software Empower, Coluna L-10 Phenomenex Luna CN (250 x
46 mm x 5um). Como fase movel foi utilizada uma mistura de 80% de solucéo
Agua/Metanol/Tetrahidrofurano (85:12:3), contendo 0,22 ml de acido férmico e 0,5 ml de TEA (trietilamina)
e 20% de metanol. A eluicdo das amostras foi realizada com uma vazdo de FM de 1 mL/min e deteccdo a 280
nm. O EE2 foi quantificado utilizando 0 mesmo sistema cromatogréfico, porém com uma coluna C-18 (150
mm x 3-9 mm x 5 pum). Como fase mdvel foi utilizada uma mistura de &gua e acetonitrila (50:50), sendo a
eluigdo das amostras realizada numa vazéo de FM de 0,6 mL/min e a detecgdo ocorreu a 280 nm.

Tabela 2. Concentracdes (mg.L*)dos farmacos em estudo.

Farmaco Catabolismo Cometabolismo
170-etinilestradiol 10 7
Carbamazepina 15 10
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RESULTADOS

Os resultados da degradacdo de carbamazepina estdo demonstrados nas Tabelas 3, 4 e 5. A biodegradacao da
CBZ foi examinada durante um periodo de 14 dias. Valores significativos de biodegradacdo da CBZ
ocorreram apenas quando se utilizou a cepa BNI com a presenca de glicose no meio (cometabolismo). Valores
significativos de degradacéo abidtica e de adsorcdo na biomassa micelial ndo foram detectados para esse
composto (Tabela 3).

Tabela 3. Degradacéo de Carbamazepina por P1

Processo Ensaios TO T7 T14 % de degradacéo
dias dias dias
Controle abibtico 14,7 - 14,57 1
Catabolismo Controle autoclavado 0 13,49 | 17,29 0
Ensaios de degradacdo | 12,27 | 12,08 11,7 5
Controle abiético 9,55 - 9,27 3
Cometabolismo | Controle autoclavado 0 9,37 10,79 0
Ensaios de degradacdo | 9,18 9,06 8,82 4

Tabela 4. Degradacéo de Carbamazepina por BNI

Processo Ensaios TO T7 T14 % de degradacéo
dias dias dias
Controle abiético 14,7 - 14,57 3
Catabolismo Controle autoclavado 0 14,95 | 14,81 1
Ensaios de degradacdo | 15,19 | 15,42 | 14,61 4
Controle abiético 9,55 - 9,27 3
Cometabolismo | Controle autoclavado 0 9,66 10,29 0
Ensaios de degradacao 9,77 7,9 7,02 28

Tabela 5. Degradacao de Carbamazepina por BS

Processo Ensaios TO T7 T14 % de degradacéo
dias dias dias
Controle abiético 14,38 - 16,32 0
Catabolismo Controle autoclavado 0 16,68 | 16,35 0
Ensaios de degradacdo | 15,21 | 16,42 | 14,99 1
Controle abiético 10,25 - 10,18 1
Cometabolismo | Controle autoclavado 0 1164 | 11,41 2
Ensaios de degradacéo 9,76 9,86 8,97 8

A CBZ é um farmaco bastante recalcitrante e vem sendo utilizado como farmaco modelo nesses tipos de
estudo em varios trabalhos cientificos. Além da biodegradagdo, estudos de processos quimicos e fotoquimicos
vém sendo estudados, porém nenhuma destas técnicas ainda possibilita uma degradacdo significativa dessa
droga, principalmente nos processos oxidativos avangados (POA’s), onde ja se foi detectada, por alguns
pesquisadores, a formacgdo de acridina apds oxidagdo conferindo a esta droga uma maior toxicidade ambiental.

Quanto a biodegradacao do EE2, foi observado que apés o periodo de incubacdo de 7 dias, ndo foi detectada a
presenca de EE2 nos meios de cultivo com a presenca de qualquer uma das trés linhagens fangicas utilizadas
nesse trabalho, demonstrando que houve total degradacdo do composto, tanto na presenca (cometabolismo)
quanto na auséncia (catabolismo) de glicose. Ndo foram detectados niveis significativos de degradacdo
abiotica ou de adsorcdo no micélio autoclavado.
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CONCLUSOES

Esse trabalho demonstra que fungos lignoliticos, ou de podriddo branca, sdo capazes de degradar a EE2 e
CBZ, tornando-os potencialmente Uteis no tratamento de aguas residuais apds o processo de oxidacdo da
matéria organica. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a otimizacdo do processo de biodegradacéo,
como também para se avaliar o mecanismo de degradacdo (enzimas envolvidas no processo) e a toxicidade
dos metabolitos gerados.

A presenca de micropoluentes bioativos, como farmacos e hormdnios, no ambiente aquético tem gerado
grande preocupacao devido aos potenciais efeitos adversos para a satde humana e animal principalmente no
caso do EE2 sendo este um interferente endocrino. Devido as baixas concentragbes (ppb ou ppt) e a alta
recalcitrancia desses compostos tornam ineficientes as atuais plantas de tratamento de agua e esgoto na sua
remocdo. A obtencdo de espécies de micro-organismos capazes de degradar micropoluentes bioativos pode
possibilitar o emprego desses organismos, ou suas enzimas imobilizadas, como coadjuvantes nos atuais
sistemas de tratamento de agua e esgoto.

Estudos de avaliacdo do mecanismo de degradagdo (processos enzimaticaos) e avaliagBes ecotoxicoldgicas
estéo sendo conduzidos no momento para um melhor entendimento do processo.
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